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Zusammenfassung: Die Aktivitäten verschiedener peroxid-metabolisierender Enzyme wurden in Homogenaten von
Human-Leberexzisionen bestimmt. Die spezifischen Aktivitäten (± Standardabweichung) der selenhaltigen bzw. der
nicht-selenabhängigen Glutathionperoxidase betrugen 41,1 ± 23,7 bzw. 30,5 ± 14,0 mU/mg Protein. Katalase und
Superoxiddismutase lagen in einem Gewebsgehalt von 4,72 ± 0,58 bzw. 1,87 ± 0,68 Mg/mg Protein vor. Das freie lös-
liche Gesamtglutathion betrug 12,9 ± 7,4 nmol/mg Protein. Der Lipidperoxidgehalt wurde in Form von in-vitro
gebildetem Malondialdehyd zu 0,32 ± 0,14 nmol/mg Protein bestimmt. Diese Enzym- bzw. Substratgehalte liegen
beim Menschen erheblich tiefer als bei Ratte und Maus. Glutathiongehalt und Selenperoxidase korrelieren positiv
mit r = 0,48 ±0,31. Selen-Peroxidase und Nicht-Selen-Peroxidase korrelieren negativ mit r = - 0,71 ±0,18; Super-
oxiddismutase und Lipidperoxidgehalt korrelieren ebenfalls negativ mit r = — 0,47 ± 0,3 1 . Die vorliegenden Befunde
unterstreichen die zentrale Bedeutung dieser protektiven Systeme für die Integrität der Humanleber.
The activity of the peroxide-metabolizing system in human liver
Summary: The activities of various peroxide-metabolizing enzymes were determined in homogenates of human liver
excisions. The specific activity of selenium-dependent glutathione peroxidase was 41.1 ± 23.7 (S.D.) mU/mg protein;
non-selenium glutathione peroxidase showed an activity of 30.5 ± 14.0 mU/mg protein. The catalase and Superoxide
dismutase concentrations were 4.72 ± 0.58 and 1.87 ± 0.68 Mg/mg protein, respectively. Total glutathione amounted
to 12.9 ± 7.4 nmol/mg. Malondialdehyde formation, used as the basis for the determination of lipid hydroperoxides,
was 0.32 ± 0.14 nmol/mg. The data indicate much lower enzyme and substrate levels compared to rats and mice. A
positive correlation of r = 0.48 ± 0.31 was found between the glutathione level and selenium-dependent peroxidase.
Selenium-dependent and non-selenium-glutathione peroxidase correlate negatively (r = - 0.71 ± 0.18); Superoxide
dismutase concentration and lipid-hydroperoxides are also related by a negative correlation coefficient of
r = — 0.47 ± 0.31. These data stress the major hepatoprotective role of these systems in human liver.
Einführung membrangebunderien, vielfach ungesättigten Fettsäuren
. . „ ,. - ,..,. der Leberzelle Schutz vor Peroxidation bieten, vor allem
Die toxische und arzneututtelbechngte Leberschadjgung to|hUr jm c osol und jn den Mitochondrien> in
ist eng mit dein Glutathion, und Perox^Stoffwechsel ^ ̂ ^ ̂  Außerdem ̂  ̂  fa
des Hepatocyten verknüpft. Pas Selenenzym autath^n- ^ ArtVeparaturfunktion bereits gebil-
peroxidase2) reduziert mittel^Glutäünon (GSH) eine dete Hydroperoxy-Fettsäuren zu chemisch inerten
Vielzahl von Peroxiden, von H2O? über organische y Verbindungen zu reduzieren (4). Erst kürzlich
Hydroperoxide inklusive peroxidierten Fettsäuren (l, 2). ̂  beschrieben5 daß in der Ratten.Leber eine zweite,
Es kann damit den essentiellen, aber empfindlichen, ^„.unabhängige Glutathionperoxidase vorkommt, die
- exklusiv mit organischen Hydroperoxiden reagiert (5).
*) Die vorliegende Arbeit wurde als medizinische Dissertation Dieses Enzym ist identisch mit der GSH-S-Transferase B
(6), die ihrerseits identisch mit Ligandin ist (7).*)
Glutathionperoxidase EC 1.11.1.9 Entscheidend ist, daß diese beiden Systeme nur ihrer
KaSiddiSmUtaSe EC '. '. .6 Schutzfunktion gerecht werden können, solange in aus-
Glutathionieduktase EC 1.6.4.2 reichender Menge reduziertes Glutathion (GSH) intra-
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zellulär vorliegt. Einer der Wege (Phase II) der Biotrans-
formation von hepato-toxischen Pharmaka und Schad-
stoffen verläuft über die Konjugation mit GSH, kataly-
siert durch die GSH-S-Transferasen (8, 9). Dabei kann
die Fremdsubstanz direkt konjugiert werden oder sie
wird zunächst durch das mikrosomale Cytochrom-P-
450-abhängige System hydroxyliert, demethyliert oder
dealkyliert. So wird z. B. das Analgetikum Paracetamol
zunächst zu N-Hydroxy-p-hydroxyacetanilid hydroxy-
liert und erst dann mit GSH konjugiert. Bei akut
toxischen Dosen sinkt dabei das intrahepatische GSH
innerhalb von 30 Minuten auf 0,20 des Kontrollwerts
ab (10). In neuester Zeit konnte belegt werden, daß das
Cytochrom-P-450-System selbst eine Quelle der intra-
zellulären Ü2 bzw. H202 Bildung darstellt (11-13).
Dies bedeutet für den GSH-Bedarf des Hepatocyten,
bedingt durch Peroxid-Metabolisierung und Detoxi-
fikation, eine Doppelbelastung.
So ist es verständlich, daß schon vor Jahren dem GSH-
Gehalt der Leber am Modell der akuten Paracet-
amol-Intoxikation der Ratte eine wichtige Schutz-
funktion zugeschrieben wurde (10), die auch für den
Menschen gelten soll (14). Diese Vorstellung wurde
bestätigt durch in-vivo-Versuche an der Maus, die
zeigten, daß verminderter Glutathiongehalt der Leber
in vivo und in vitro zu gesteigerter Lipidperoxidation
nach akuter Paracetamolbelastung fuhrt (15). Das
Konzept eines antiperoxidativen Schutzpotentials von
intrahepatischem GSH gewann durch neueste Befunde
zusätzliches Interesse: offensichtlich führt bei Ratten
akute und chronische Ethanolbelastung nicht nur in
vitro (16), sondern auch in vivo zur Bildung von
Lipidperoxiden (17). Zusätzlich muß in diese Über-
legungen die Superoxiddismutase einbezogen werden,
die in aeroben Organismen ubiquitär verbreitet ist (18)
und die äußerst reaktiven Sauerstoffspezies 0~2 (19, 20)
und/oder Singulett-Sauerstoff in H202 + 02 (Triplett-
sauerstoff) dismutiert. Da es problematisch ist, Befunde
aus Tierversuchen auf den Menschen zu übertragen,
schien es angezeigt, die Aktivitäten der an Peroxid-
Metabolisierung und Fremdstoffeliminierung beteiligten
glutathionabhängigen Enzyme sowie die Glutathion-
konzentration selbst in Humanleber zu bestimmen.
Methoden
Keilförmige Leberexzisionen von 0,3-2,0 g Feuchtgewicht
wurden von insgesamt 20 Patienten (10 d, 10 9) im Alter von
25-85 Jahren nach N2O/02 bzw. Halothan-Narkose anläßlich
einer Cholecystektomie chirurgisch entnommen. Als Unter-
suchungsgut wurden aus einem wesentlich größeren Kollektiv
nur Proben verwendet, deren histologische Untersuchung
keinen pathologischen Befund erkennen ließen. Das Gewebe
wurde in 50 mmol/1 Morpholinopropansulfonsäure-Puffer
(MOPS) pH = 7,0 transferiert und spätestens 30 Minuten nach
Entnahme bei - 197 °C eingefroren. Zur biochemischen Unter-
suchung wurden die Proben in 5 ml 0,05 mol/1 MOPS pH = 7,0
in einem Potter-Elvehjem-Romogemsaitoi homogenisiert. Für
Enzym-Bestimmungen wurde dieses Homogeriat direkt
eingesetzt. Ein Aliquot von 100 zur Glutathionbestimmung
wurde sofort mit 900 30 g/l Metaphosphorsäure versetzt,
10 min auf 0 °C gehalten, und anschließend die Hauptmenge
des ausgefallenen Proteins durch Zentrifugation abgetrennt.
200 Überstand wurden erneut mit 800 30 g/l Metaphos-
phorsäure versetzt und analog behandelt. Kontrollexperimente
mit nicht-eingefrorenen, sofort homogenisierten und aufge-
arbeiteten Leberprpbeh zeigten, daß keine der untersuchten
Kenngrößen durch die Lagerprozedur (maximal 10 Tage)
signifikant beeinflußt wurde. Die einzelnen quantitativen
Bestimmungen wurden wie folgt durchgeführt:
Glutathionperoxidase
Prinzip
Die selenhaltige GSH-Peroxidase reagiert sowohl mit H202
als auch mit organischen Hydroperoxiden. Entstandenes GSSG
wird via Glutathion-Reduktase zu GSH regeneriert. Meßgröße
ist der NADPH-Verbrauch (21) Vorhandene Katalase wird
durch Azid vollständig gehemmt.
Bedingungen
0,05 mol/1 Kaliumphosphat-Puffer pH = 7,0, l mmol/l GSH,
1,25 mmol/l H202, 0,5 mmol/1 EDTA, l U/ml GSSG-Reduktase
(Boehringer), 0,25 mmol/1 NADPH (Boehringer); l mmol/1
Na N3; 12 min Vorinkubation mit GSH bei 37 °C; Start durch
H2O2-Zugabe (37 °C). Definition der Einheit (vgl. I.e. (21)):
l 'U = 0,246 X A366/min. Spontane Reaktion ohne H202
(ca. 30%), Reagenzienleerwert ohne Gewebshomogenat,
Selen-freie Glutathionperoxidase
Prinzip
Dieses Enzym reagiert nur mit organischen Hydroperoxiden.
Es wurde dasselbe Textsystem verwendet wie oben beschrieben;
Substrat war anstelle von H2O2 1,25 mmol/1 f-Butylhydro-
peroxid (Peroxid-Chemie, Höllriegeikreuth). Die Aktivität
errechnet sich unter den vorliegenden kinetischen Verhältnissen
(22, 23) aus der Differenz des Umsatzes mit Butyihydroperoxid
minus Umsatz mit H202 als Substrat.
Superoxiddismutase
Prinzip
Superoxiddismutase beschleunigt die Geschwindigkeit der
aeroben Flavin-sensitivierten Photooxidation von Dianisidin (24).
Bedingungen
10 mmol/1 Kaliumphosphat-Puffer pH = 7,5; 0,33 mmol/1
o-Dianisidin (Serva), 16,7 / Riboflavin (Serva) Gesamt-
volumen 3,0 ml, Bestrahlung 4 min bei 25 °C in einer Quarz-
küvette durch 2 parallele 20 W Sylvania Gro-Lux-Lampen.
Sofortige Messung erfolgte bei 400 nm; gekochte Proben
dienten als Leerwert. Der Test wurde durch Zugabe von reiner
Superoxiddismutase (Miles) intern kalibriert; damit können die
Werte in g reiner Superoxiddismutase angegeben werden.
Katalase
Prinzip
Titanylsulfat bildet mit H2O2 einen stabilen gelben Farbstoff (25).
Bedingungen
Volumen 2,1 ml, 0,05 mol/1 MOPS pH = 7,0, l mmol/J EDTA,
3 mmol/1 H2Q2. Nach 3 min Inkubation bei 25 °C wurde durch
Zugabe von l ml Titanylsulfat/H2S04-Reagenz (25) gestoppt.
Danach wurde die Absorption bei 410 nm gemessen. Das System
wurde intern durch Katalase (Boehringer) kalibriert. Die Werte
sind in g Katalase ausgedrückt.
Lipidperoxidierung
Prinzip0
Malondialdehyd als Zersetzungsprodukt von mehrfach unge-
sättigten, peroxidierten Lipiden bildet mit Thiobarbitürsäure
einen roten Farbstoff (26).
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Bedingungen
l ml Leberhomogenat wurde mit l ml Thiobarbitursäurelösung
(gesättigt bei 4 °C in 1,2 mol/1 (= 200 g/l) Tiichloressigsäure
versetzt, auf 4 ml verdünnt und unter Verschluß 30 min bei
95 °C erhitzt. Nach Abkühlen auf Raumtemperatur und Zentri-
fugation wurde im Überstand die Absorption bei 532 nm
gemessen. Aufgrund der unklaren Stöchiometrie der Bildung
von Malondialdehyd ist eine absolute Normierung nicht
möglich. Die Werte sind in nmol/mg angegeben, ermittelt aus
einer Standardkurve mit authentischem Malondialdehyd
(Serva). Als Leerwert diente eine proteinfreie Lösung.
Lösliches Gesamtglutathion
Prinzip
Dithiobisnitrobenzoesäure (Ellmann's Reagenz) oxidiert
reduziertes Glutathion zu GSSG unter Bildung des gelben
Nitrobenzoesäure-Thiolats. In Gegenwart von NADPH und
Glutathionreduktase wird das gesamte Glutathion (GSH
+ GSSG) erfaßt, nicht jedoch andere niedermolekulare
Thiole (27).
Bedingungen
100 metaphosphorsaurer Überstand wurde mit 20
0,4 mol/1 Na3PO4 (= 150 g/l) neutralisiert und anschließend
auf l ml verdünnt. Der Meßansatz enthielt in einem Volumen
von 3 ml 35 mmol/1 Imidazol-Puffer pH = 7,2, l mmol/1
EDTA, 5,8 / Rinderserumalbumin (Serva), 0,6 mmol/1
NADPH, 0,3 mmol/1 Dithiobisnitrobenzoesäure (Serva) und
Homogenat. Die Reaktion wurde bei 25 °C durch Zugabe von
1,2 kll/l Glutathion-Reduktase (Boehringer) gestartet;
nach 20 min wurde die Absorption bei 412 nm in einem
Shimadzu-UV-210-Doppelstrahlphotometer gegen eine
Referenz ohne Homogenat gemessen. Eine Standardkurve
wurde mittels GSH von Zellstoffwerk Waldhof-Aschaffen-
burg erstellt. Die Proteinbestimmung erfolgte nach I.e. (28).
Ergebnisse und Diskussion
In Tabelle l sind die spezifischen Gehalte von Gluta-
thionperoxidase, Nicht-Selen-GSH-Peroxidase, Katalase
und Superoxiddismutase zusammengefaßt. Zunächst
fällt auf, daß die Katalase-Aktivität eine erstaunliche
Konstanz aufweist. Die mittlere spezifische Aktivität
liegt etwa halb so hoch wie in der Ratten-Leber (29).
Der Glutathiongehalt der menschlichen Leber beträgt
mit ca. 2,5 mmol/kg etwa 0,20 des Gehalts in der
Mäuseleber (15) bzw. 0,30 des der Rattenleber (30).
Die spezifische Aktivität der selenhaltigen GSH-Peroxi-
dase liegt beim Menschen in der Leber einen Faktor
5-6 niedriger als bei der Ratte (31) und bei der Maus
(32). Die Nicht-Selen-GSH-Peroxidase liegt bei allen
untersuchten Patienten in ihrer spezifischen Aktivität
stets unter derjenigen der selenhaltigen GSH-Peroxidase.
Mit etwa 75% der Aktivität des Selenenzyms liegt dieser
Enzymgehalt allerdings prozentual erheblich höher als
bei Ratte und Hamster (33), bei denen die Nicht-
Selen-Peroxidase erst dann kompensatorisch ansteigt,
wenn durch Selenmangel die Aktivität der Selen-
Peroxidase drastisch abgesunken ist (31). Zwar dominiert
bei Schaf, Schwein, Huhn und Meerschweinchen die
Nicht-Selen-Peroxidase (33), jedoch wurde in diesen
Spezies bisher kein Anstieg dieses Enzyms bei Selen-
Mangel gezeigt. Dieselbe Studie (33) zeigt, daß Texaner
in der Leber mehr Nicht-Selen- als Selen-abhängige
Peroxidase aufweisen (n = 6). Ein Vergleich der abso-
luten Höhe der Enzymaktivitäten ist allerdings nicht
nur wegen des ethnologisch andersartigen Kollektivs
unmöglich, sondern auch, weil diese Daten mit einem
analogen Peroxidsubstrat (Cumolhydroperoxid) und
unter anderen kinetischen Verhältnissen gewonnen
wurden.
Auch die Superoxiddismutase zeigt beim Menschen
in der Leber eine erheblich geringere Aktivität, e,twa
80% weniger als in der Nagerleber (34). Schließlich
findet man in Humanleber eine klar meßbare Malon-
dialdehydbildung als Indikator einer stattgehabten
Lipidperoxidierung. Bei Ratte und Maus kann ohne
Belastung kein Malondialdehyd nachgewiesen werden;
vielmehr ist mit dieser Methode erst eine Peroxidierung
nach massiver Intoxikation durch halogenierte Kohlen-
wasserstoffe (35), Ethanol (16, 17) oder Arzneimittel
(l5) erfaßbar.
Schlußfolgerungen
Zusammengenommen ergeben diese Befunde folgendes
Bild: Die Gehalte der Peroxid-metabolisierenden Enzyme
Tab. 1. Spezifische Aktivität von Selen-Glutathionperoxidase, Nicht-Selen-Glutathionperoxidase, Superoxiddismutase, Katalase,
sowie Gesamtglutathionr (GSH + GSSG) und Lipidperoxidkonzentration (Malondialdehyd) in Humanleber-Homogenat,
bezogen auf mg Protein. Zusätzlich ist der Proteingehalt der Leberexzisionen angegeben.
n = Zahl der Probanden, = Stichprobenmittel, Min = niedrigster, Max = höchster der beobachteten Einzelwerte,
s = Standardabweichung (Stichprobe).
Selen-Gluta- Nicht-Selen- Superoxid- Katalase Gesamt- Matondial-
thion- Glutathion- dismutase glutathion dehyd
peroxidase peroxidase
Proteingehalt
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und der Glutathiongehalt liegen in Humanleber erheblich
niedriger als bei Ratte oder Maus. Falls diesem System
eine antiperoxidative Schutzwirkung zukommt - was in
vivo noch zu beweisen ist — sollte sich dies in einem
erhöhten Lipidperoxidgehalt zeigen. Dies ist der Fall.
Es liegt nahe, daraufhinzuweisen, daß dies eine Erklärung
dafür bietet, weshalb akute und chronische Leberinsuf-
fizienz oft in Nagern als Modell-Organismen sehr viel
schlechter zu simulieren sind als sie beim Menschen auf-
treten.
Die vorliegenden Daten wurden einer statistischen
Analyse unterzogen. Bei keiner der untersuchten Kenn-
größen konnte eine signifikante Altersabhängigkeit
festgestellt werden. Aufgrund der begrenzten Anzahl
von Probanden sei eine Diskussion von möglichen Zu-
sammenhängen nur auf die Paare von Kenngrößen
beschränkt, die größere Korrelationskoeffizienteri
als 0,4 bei einem Vertrauensniveau p < 0,05 aufweisen:
Der Leber-GSH-Gehalt des Menschen korreliert mit
der Selen-abhängigen GSH-Peroxidase-Aktivität mit
einem Koeffizienten von r = 0,48 ± 0,19, d. h. es besteht
eine Beziehung zwischen Donorsubstrat-Konzentration
und Enzymaktivität. Interessanterweise wurde an
Ratten beobachtet, daß die GSH-Peroxidase der Lunge
durch Ozon-Exposition der Tiere (36) und das Leber-
enzym durch alimentär verabreichte Fettsäurehydro-
peroxide (37) - also durch Akzeptorsubstrat - indu-
ziert werden kann.
Die vorliegenden Daten zeigen weiterhin, daß beim Men*
sehen die Aktivitäten beider GSH-Peroxidasen negativ
miteinander korrelieren (r = - 0,71 ± 0,18), also auch
beim Menschen eine wechselseitige Kompensation
beider Enzymaktivitäten vorliegen könnte. Man könnte
dies als Hinweis für eine suboptimale Selenversorgung
beim Menschen auffassen. Dies müßte ein generalisierter
latenter Selenmangel sein: auch die erythrocytäre GSH-
Peroxidase, die bisher als verläßlicher Indikator des
Selenstatus gilt, liegt beim Menschen um den Faktor 5
niedriger als bei der Ratte (38).
Lipidperoxidspiegel und Superoxiddismutase korre^
Heren negativ mit r = - 0,47 ±0,31. Obwohl bisher nur
in-vitrp-Befunde vorliegen, wurde häufig postuliert, daß
die Superoxiddismutase den primären Schutz der Zelle
vor reaktiven Sauerstoffrädikalen und damit* vor Zell-
membranschädigung via Lipidperoxidation darstellt (18,
39). Der vorliegende Befund stützt diese Ansicht nach-
haltig im Falle der menschlichen Leber.
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